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序 論
油脂分 解酵 素で ある リパーゼ(EC3.1.1.3)は、 プ ロテア ーゼや ア ミラーゼ と
共 に3大 加水 分解酵素 の一つで あ る。 リパ ーゼの加水分 解反応 の諸 性質お よび
その利 用分野 に関 しては精力的 な研究が行わ れ、 かな り多 くの知見 が得 られ て い
る。 リパ ーゼはエ ステル結合 の加 水分解の みな らず 、エ ステル結合 の合成や 交
換反応 を も触 媒す る。 近年 、 リパーゼ によるエ ステル交換 反応 を利用 した油脂
の改質 が検討 され、 実用的な レベル に達 して いる。 いっぼ う、 リパーゼ によ る
エ ステル合成 反応 に関 して は、基礎研究、応 用研究 とも数 多 くの報 告 は出 されて
いるが、工業 的規模 にお ける有 用エ ステ ル類 の製造 には殆 ど利 用 されて いな いの
が現状 で あ る。 その原因 は、 リパーゼ の反応 は水 と脂溶性 基質 の界面 にお ける
酵 素反応で あ るため、 いろいろな酸や アル コー ルを原料 とす る際 には、通常 の水
系 の酵素反 応 とは異な る特殊 な反応系 を導入 しな ければ高 い反応 効率 が得 られな
い こ とによ る。 しか し、エ ステ ル類 の酵素的合 成法 は化 学的合 成法 に比べ、温
和 な条件下 で容 易 に、 しか も基質特 異的、立体特 異的 に行 うこ とが で きる点か ら、
有 機合成 の手法 と して極 めて有用 な もの と考 え られ る。
本研究 は、Pseudomonasfragi22.39Bの生 産す る リパー ゼ を触媒 と して、精
製 酵素、 化学修飾 酵素 、粗 酵素 な どの各種 の レベ ルの酵素標 品 を用 いて、水 系お
よび非水 系反応 にお いてエ ステ ル合成 および交 換作用 を検 討 した。 その結果、
Pseudomonasリパーゼのエ ステル合成 におけ る基質特 異性や 立体特 異性 を明 か に
し、各種 の有 用エ ステル類の新 しい酵素的合成 法 を開発 した もの であ る。
1.Pseudomonasfragi22.39Bリパ ー ゼ の 精 製 と 性 質
本研 究 に使 用 したPseudomonasfragi22.39Bのリパーゼ生 産菌 は、1977年
渡辺 らの によ って土壌 中 よ り分 離、同定 され た株 を用 いた。 本 菌株 を牛脂 を主
な炭 素源な らび に酵 素誘導物質 と して加 えた液体培地 中で ジ ャー培 養 を行 い リパ
ー ゼ を量産 させ、培 養濾液 をアセ トン沈澱、乾燥 させ たもの を粗 酵素標 品 と した。
さ らに培養濾 液 か ら酸沈澱、硫 安塩析、 イオ ン交換 カ ラム クロマ トグラ フィーな
a)N.Watanabe,Y.Ota,Y.MinodaandK.Yamada,Agric.Biol.Chem.,41,
1353-1358(1977)
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どの操作 で リパーゼ タ ンパク質を電 気泳 動的 に単一 に精製 した。 本 リパーゼ は
分子量約33,000で 、耐 熱性が高 くアルカ リ性 側で安定 で最適pH9.0付
近 で作用す る酵素 であ るD。 物理 化学的性質 を表1に 示す。 本 酵素 は トリグ
リセ リ ドのみな らず モ ノエ ステルや ツ イー ンお よび スパンのよ うな合成 エ ステル
も加水分解す る広 い基 質特 異性 を有 し、 また、 トリオ レインの分解 にお いて α位
(1,3位)の1級 水 酸基 とのエ ステル結合 に特 異的で ある ことを見 出 した2,。
さ らに、本 リパ ーゼ による これ らの長鎖脂肪 酸エ ステ ルの分解 は カル シ ウムイオ
ン によ り促進 され た。 カル シウム イオ ンによってエ ステル類 の加水 分解反応 が
促 進 され る現 象 は、多 くの リパーゼ に見 られ る性質で ある。 本 リパーゼ の各 種
エ ステル に対 す る加 水分解 反応 の基 質特 異性 を表2に 示 す。
II.水系 にお けるエ ステ ル合成反応
本 リパーゼのエ ステ ル合 成 にお ける有効 性や基質特 異性 を調べ るため、各種 の
カル ボン酸 とアル コー ル を基質 と して 用 い、 その混合 物中 に小量 の精 製酵素溶 液
を添加 した水系 の反応 系 で実験 を行 った3㌔ その結 果、本酵素 は高 いエ ステル
合 成活性 を有 してい たが 、反応 時間8時 間後 におけ るエ ステルの合成 率 は最高 で
も90%程 度で あっ た。 本 リパーゼ の水系 におけるエ ステル合成反 応の基 質特
異 性は、1級 お よび2級 アル コール に関 して はオ レイ ン酸 と反応 しエステ ルを合
成 したが、3級 アル コール につ いて はオ レイン酸 とは合成反応 が起 こ らな いこ と
(表3)や 、カ ルボ ン酸 につ いては直鎖 状脂肪酸 とのみ反応す る ことを明 らか に
した(表4)。 さ らに、 アル コー ルの場合 には炭素 鎖の長短 によって エステ ル
合成 に差 はみ られなか っ たが 、脂 肪酸 にっ いては炭素 鎖が長 くなる にっれ てエ ス
テル合成 の反応性 が高 くな るこ とを明 らか に した。 しか し、水 系 にお ける反応
で は、脱 水縮合反応 で あ るエ ステル合 成 は水 の影 響 を受 け合成 率 に限界 が生 じる
こ とや、 酸の解離 による水溶液 のpH低 下が酵 素 タンパ ク質 に影響 を与 え るため
と考 え られ るが、 低級脂肪 酸 とは極 めて反応 しに くいこと、 さ らに基 質 が水不溶
かっ常温 個体の物 どう しで はほ とん ど反応 しな いという欠点 を明 らか に した。
m.有 機溶媒 中 にお けるエ ステル合成反応
リパーゼ による水系 でのエ ステル合 成法 の欠 点を解決す るため、有 機溶媒 中 に
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お ける酵素 反応 を検討 した。 まず精 製 リパーゼ を用 い、有機溶 媒中 におけるエ
ステル合成 の反応 性 を調べ たが、合成活 性は ほ とん ど見 られ なか った。 そこで 、
精製 リパーゼ を稲 田 らb)の方法 に従 いポ リエ チ レング リコー ル(PEG)で 修飾
して実験 に供 した。 得 られ たPEG修 飾 リパーゼ は、ベ ンゼ ンや1,1,1一
トリク ロロェ タンな どの溶 媒 に可溶 で あ りかっ高 いエ ステ ル合 成活性 を示 した。
PEG修 飾 リパーゼ のベ ンゼ ン中 にお ける各種基 質問 めエ ステル合成反応 のKlm
とVmax値を求 めた4,。PEG修 飾 リパーゼ は精製 リパーゼの水系 における反
応 と同様 に、脂肪酸 にっ いて は直鎖状 の脂肪 酸 に しか反応せず その炭素鎖が長 く
な るほ ど反応性が高 くな るこ とや 、アル コール にっ いて は炭素 鎖 とのかかわ りは
別 に見 られな いこ とを明 らか に した(表5)。 本PEG修 飾 酵素 によ り、ベ ン
ゼ ン中で各 種テルペ ンアル コール とC2～C5の 低級脂 肪酸 とを基質 としてテルペ
ンアル コールエ ステルの合 成 を行 っ た5)。 なお、 テルペ ンアル コー ルエステル
は香料 と して繁用 されて いる。 その結果、 表6に 示 す よ うに高 い合成 率で これ
らのテルペ ンアル コールエ ステルを作 るこ とがで きた。 しか しなが ら、テルペ
ンアル コール と酢酸 とのエ ステル合成 につ いて は他 の脂肪酸 に比べ極 めて反応 速
度 が遅 か った。
有 機溶媒中 での リパーゼ によ るエ ステル合 成 にっ いて工業 化 を企 画 し、上記菌
株 の培養 濾液 のアセ トン沈澱 、乾燥 によ り得 られ た粗酵素標 品 を用 いてペ ンゼ ン
中で反応 させ た ところ、酵素 は懸濁状態 であ るに もか かわ らず高 いエ ステル合成
活 性を示 す こ とを見出 した。 なお、 ここで用 いた粗酵素標 品 中には本 リパーゼ
以外 にエ ステ ル合成 活性 を有 す る酵素 は含 まれ ていな いこ とを予 め確 認 した。
っ いで、 リパーゼ粗酵素標 品 によるエ ステル合成反応 の最適 な有機溶媒 につ いて
調 べ たところδ)、PEG修 飾 リパーゼ標 品 とは異 な り旦 一ヘ キサ ンや イ ソオ クタ
ンな どの溶媒 中で極めて高 いエ ステ ル合成活 性 を見出 した。 な お、 精製酵素標
品 にっ いても同様 な条件 で調 べ たが、 いず れの有機 溶媒 中で もエ ステル合成活性
は極めて悪 かっ た。 これ らの結果 を表7に 示 す。 これ らの リパーゼ酵素標品
は、非水混合性有機 溶媒 中での高級脂肪 酸エ ステルの合成 にお いて乾燥 状態 に近
い溶媒 よ りも水飽 和溶媒 を用 いた方が若干高 いエ ステ ル合 成活性 を示 した。
さ らに水混合性有 機溶媒 中では いず れの リパー ゼ酵素標 品 もほ とん どエ ステル合
b)Y.Inada,A.Nishimura,K.Takahashi,T.Yoshimoto,9.R.Sahaand
Y.Saito,Biochem.Biophys.Res.Commun.,122,845-850(1984)
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成活性 を示 さな いこ とか ら、 リパーゼが有機溶媒 中で高 いエ ステ ル合成活性 を発
現す るため には リパー ゼ酵素標 品中 にい くらかの水を保有 して い る必要 があ り、
精製 酵素標品 はPEG修 飾酵 素や粗酵素標 品 と比べ水を保 持す る能力が非常 に低
いため、各種 の有機溶媒 中でエ ステル合成活 性 を発現で きな いので はな いか と推
測 した。 また、PEG修 飾 酵素標 品がペ ンゼ ンや1,1,1一 トリク ロロェ タ
ン中で高 いエ ステ ル合 成活性 を示す のは、 これ らの溶媒 に対 し溶 解性が高 いため
均 一状態で反応 で き るか らでは ないか と考 えた。 なお、PEG修 飾 酵素標 品は
n一 ヘ キサ ンや イソオ クタ ンには溶解 しな い。 本粗酵素のn一 ヘ キサ ン中 での
エ ステル合成 の基質特 異性 は、 アル コール にっ いては3級 アル コー ル とは反応 し
な いこと、 カル ボ ン酸 につ いて は直鎖 状脂肪酸 とのみ反応す るこ とや 酢酸 とのエ
ステル合 成 の効 率 が悪 い ことな ど、すで に得 られ た水系 におけ るエ ステル合成 反
応(第3表 、 第4表)の 結果 と同様 な傾向が見 られ た7)。 本粗酵素 を用 い、 液
晶 な どと して有用 な コ レステ ロールエ ステルの合成 をn一 ヘ キサ ン中 にコ レステ
ロール とオ レイ ン酸 を高濃 度 に溶解 して行 った ところ、合成 反応 が進 行す る に伴
って生成 した多量 の水 が エ ステル合 成 を妨害す る現象 が生 じた。 しか し、脱 水
剤 で あるモ レキ ュラシー ブ ス3Aを 添加す るこ とで約30%も 高 い好収率 の コ レ
ステ ロール オ レイン酸エ ステル合成 の反応系 を確立 した(図1)。
W.非 水 系 にお けるエ ステ ル交換反応 によるアル コールの エ ステ ル化
以上の有機溶 媒 中 にお ける反応 によ り、広範 な基 質問での効 率的なエ ステル合
成 が可 能 となっ たが、依然 と して高 い水溶性 をもつ酢 酸 とのエ ステル合成 を効率
良 く行 うこ とは できなか っ た。 その原 因 と して、用 いた非 水混合 性有機溶 媒や
酵素標 品中 に微 量 に存在 す る水 に酢酸が溶 けpH低 下 を引 き起 し、本酵素 による
エ ステル合成活 性 を大 き く低下 させ るため と推 定 した。 そこで、酸 によ る影響
を受 けず、 さ らに高濃 度基 質存在 下 でアル コールのアセチル化 を効 率 良 く行 える
方法 につ いて検 討 し、非 水系 での リパーゼのエ ステル交換反応 を利用 し酢 酸エ ス
テ ルをア シル供 与体 と して用 いる方法 を開発 した。
まず 、各種 の酢 酸エ ステル によ るアル コールの アセチル化反応 を水や基 質以外
の有機溶 媒 を全 く添 加 しな い反応 系 で行 い、最適な アシル 供与体 を選抜 した8)。
リパーゼは粗 酵素標 品 を用 いた。 その結果 、表8に 示す よう に、酢酸 ビニ ルを
用 いる と酢酸 エ ヌテル とデ カ ノール聞 のエステル交換反応が効 率良 く進 み、高 い
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合成率で酢酸 デ シルの合成 が行 える ことを見出 した。 酢酸 ビニル を用 いる反応
は(1)式 に示 す よ うに ビニ ル基 が アセチル転移後 アセ トアルデ ヒ ドとな るため
lipase
ROH+CH3COOCHニCH2シROCOCH3+CH3CHO(1)
(transesterification)
不 可逆的 な反応で あ る。 エ ステル交換反応 にお ける リパーゼの基質特 異性 につ
いて も各種 の炭素鎖 の長 さの異 なっ た脂肪酸 ビニ ルエ ステルおよ びアル コール を
用 いて調べ た ところ8》、表9に 示 す ようにビニルエ ステルの脂肪 酸部分 の炭素鎖
の長 いもの ほ どエ ステ ル交 換 の反応性が高 くな った。 また、ア ル コー ルにつ い
ては1級 および2級 アル コール とはエ ステル交撲 したが3級 アル コール とは反応
しなか った(表10)。 なお、 このエ ステル交換反応 系へ の有機溶 媒の添加 に
よる活性上昇 は見 られな か った。 アルコールの アセ チル化 に関 し、前記 の水 系
及び有機溶媒 中で の酢酸 一アル コー ル間 の反応 とこの酢 酸 ビニル ーアル コール間
の反応の効率 の違 いを比較 す るため、 同量 の基質 と粗酵 素標 品 を用 いて振 とうの
有 無 によるそれぞれ の酢 酸エ ステル合成の経時的変化 を検 討 した結果 、振 とう法
に よるエ ステ ル交換法 が アル コールの アセ チル化 に極 めて有効 な 方法 で あるこ と
を明か に した。 本 研究 は リパーゼ を利用 した酵素法 によるアル コールの効率的
なアセチル化 を初 めて可 能 に した もの である。
V.リ パーゼの立体特異的 アセ チル化
(S)一 お よび(旦)一2一 オク タ ノール と酢酸 ビニル間のエ ステル交換反応
か ら、本 リパーゼ は立 体特 異性 を示 す こ とを見出 した。 そ こで、酢 酸 ビニルを
アシル供与体 と して用 いた リパ ーゼ によるエステル交換法 をラセ ミ体 アル コール
の光学 分割 に応 用 した。2級 のラセ ミ体 アル コールである2一 オ クタ ノール と
1一フェニル エ タ ノール にっ き立 体特 異的 アセチル化 によ る光学分 割 を行 った9)。
いず れ も絶 対配 置旦体 の ものが優先 的 にエ ステル化 され、約50%の アセ チル化
率 時にお いて得 た未反応 アル コー ル(旦 体)お よびエ ステル(R体)の 光学純度
は、それ ぞれ2一 オ ク タ ノールで は60%e.e.ぐらいであっ たが1一 フェニ ルエ
タ ノールでは90%e.e。以 上の値 が得 られ、極めて良 い純度 で光学活性体 を作 る
こ とがで きた(表11)。 さ らにグ リセ ロールの1,2一 アセ タール誘 導体 で
あ る2,2一 ジメチル ー、2,2一 ジ イソプ ロピル ーおよび2,2一 ジ フェニル
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一1 ,3一 ジオキ ソラン ー4一 メタ ノール につ いて光学分割 を行 った。 いず れ
も絶対配 置 旦体 の ものが 優先的 にエ ステル化 され、約50%の アセチル化 率時 に
お いて得 た未反応 アル コール(R体)お よびエ ステ ルか ら水酸化ナ トリウムを用
いたアル カ リ分解 によ り得 たアル コール(S体)の 光学純 度は、それ ぞれ2,2
一ジ メチル ーお よび2 ,2一 ジイ ソプ ロピル ー1,3一 ジオキ ソラン ー4一 メタ
ノールでは40%e.e.ぐらいであ ったが、2,2一 ジ フェニル ー1,3一 ジオ キ
ソ ランー4一 メ タ ノールで は80%e.e.ぐらいの高 い光学純度の もの を得 るこ と
が で きた(表12)。 本研究 は、基 質 自体 を反応 溶媒 と して も利用 した従来 に
ない簡 易な非水 反応 系での細菌 リパーゼ によ る立体特 異的なエ ステ ル交換 反応 を
利 用 した光学活 性エ ステル並 び にアル コールの合成法 に先鞭 をっ ける こと となっ
た。
結 論
Pseudomonasfragi22.39Bの生 産す る耐熱性 アルカ リリパーゼの精製酵 素、
PEG修 飾 酵素 および粗 酵素 の各種 酵素標 品を触媒 と して用 い、酵素法 によるエ
ステル類 の効率的 な合成 法 の確立 とその利 用 に関 して水 系な らび に有機溶媒 系で
の反応 によ り検 討 した。 その結果 、種 々のアル コールの中級 な らび に高級脂 肪
酸 エ ステ ルの合 成 のみ な らず 酵素 では難 しいとされ ていた酢 酸エ ステ ルの合成 を
も効率 良 く行 うこ とを可能 に し、酵 素法 による香料原料 のテルペ ンアルコールエ
ステルや液晶 用の コ レステ ロー ルエ ステ ルの合成 およびラセ ミ体アル コールの光
学 分割 に良好 な結果 を得 た。 さ らに本研究 を通 じ、Pseudo皿onasfragiリパ ー
ゼの各種 の反応 な らび に基 質特異性 を明 らか に した。 現在 、本研究 を応 用 して
リパーゼ の非 水系 での不 斉 エ ステル交換反応 によ り合成 した3種 の光学活性2-
0一 置換 グ リセ ロール ー1ア セテ ー トc)につ いては、各種 の光学活性 医薬品 の
合成 中間体 と して市販 され る に至 っ た。 また、本 リパーゼ も粗酵素標 品、精製
酵 素標 品 と して市販 されて い る。 今後 、様 々な有 用脂肪酸エ ステ ル類 の製造や
ラセ ミ体 アル コー ルの光 学 異性体分 離 に本研究 が利 用 され るもの と期待 され る。
c)M.Murata,Y.Terao,K.Achiwa,T.NishioandK.Seto,
Chem.Pharm.Bull.,37,2670-2672(1989)
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ω 表1.禽 εαd加oρa3かagf22.39Bリ パ ー ゼ の 緒 性 質
。05
101520乃
Reactiontime(hr)
図1,ワ バ ー ゼ 粗 醇 素 標 品 に よ るrヘ キ サ ン 中で の
コ レス テ ロー ル オ レイ ン 酸 エ ス テル の 合 成
Oned㏄niterofρ 一hex8neco「比魯In童π`25翼 口o量of
chrorestero匙and25ロ昌o旦ofoleic5c釜d冒巴spoured
into之冒ofl巴sksqnd5gof曇o旦㏄ 唱18rsieve33A騨&s
addedtooneofapairofthe..Thencrudelipase
PQ響der(夏00■8)騨asδddedtoe8chロi翼tロre墨ndthey
蛇reshakenat40℃.●;contro1.O;ロol㏄d解
sieves3A
瓢o里ecuial・冒eight
(soelectr'scpaint
Specificactivity(Uノロ9Protein)
Opti国u国pH
Opti国u国te国perature(℃)
StablepH
StabletemperatureC'C)
Inhibitionby
33.000
6.9
2,145
9.0(37G)
65CuH9.0)
6.5^一10.5(30C.24hr)
8.0^一10.5(50'C,24hr)
～56(pH9.0,30匿in)
^一51CvH9.0,24hr)
Zn2◇,Fe昇+,Fe3尋
表2.各 種 エ ス テ ル に 対 す る 分 解 活 性 の 比 較
Eachsubstratewashydrolyzedinthepresenceorabsence
of10.MCat'ion.Relativeactivityisexpressedin
coaparisonwiththeactivityfortrioleininthepresence
ofCa2',whichwastakenas100%.
RelativeactivityC%)
Substrate
(+)Ca2◎ t一)Ca2`
τriole藍n
Methyloleate
Butyloleate
Tween-20
T冒een-60
Span-20
Span-60
ioo
87
95
96
50
66
19
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
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表3.水 系 で の 各 種 ア ル コ ー ル と オ レ イ ン 酸
問 の エ ス テ ル合 成
Mixturesconsistinsof10.wIofoleicacid,
10置■oiofalcoho且,andO.2ロlofenzy麗esolution
(1.500units)werestirredat37'CforShr.
表4.水 系 で の 各 種 カ ル ボ ン酸 と オ レ イ ル アル コ ー ル
問 の エ ス テ ル 合 成
麗ixturesconsistinεoflOロ議010foleyla量cohoi,
10楓鳳olofacid,andO.2コlofenzy8esolution
(1.500units)冒erestirredat37℃for8hr.
Alcohol Decreeofsynthesis(X)義cid OeBreeofsynthesis(X)
(Priロaryalcohois)
1-Butanol
Benzy蓋alcoho正
Geranio正
(Secondarysicohols)
2-Butanol
Crclohexanol
(rertiarYslcohols)
2-NethYl-Z-propanol
Terepineol
?
?
??
?
?
?
?
》
?
?
?
」
?
?
?
(Nor.alfattyacids)
Butyricacid
Lauricacid
Lino韮e藍cacid
(Aroロ4tic8cid)
Benzoicacid
(Ot伽ers)
lsovalericacid
2-HexYldecanoicacid
u
sa
91
a
?
?
表5.PEG修 鋳 リパー ゼによ るベ ンゼ ン中 で のエ ステル合成
Substrate Vロax/Kロ
(μ圏ol/翼inん8proしein■腫一1)
1-Dodecanol(U.5M)
Butyricacid
Octaaoicacid
Dodecanoicacid
Nexadecanoicacid
2一置ethy遭一ローpe"tanGicacid
4-Methyl-n-aentanoicacid
n-Dodecanoicacid(0.5N)
1一$utanol
1-Octanol
1-Dodecanol
1-flexadecanol
2-Methyl-1-pentanol
4-Methyl-i-pentanol
25
sz
93
125
8
8
174
97
113
7◎
143
29
a:Thesesubstancesdidnotactassubstrates.
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表6.PEG修 飾 リパ ー ゼ に よ る ベ ン ゼ ン中 で の
テ ル ペ ン ア ル コー ル エ ス テ ル の 合 成
τen聖i甚iHtersofbenzenecontain藍n91罎口o童ofterpeoealcoho且,1圏醜o匡
ofcarbow!icacidandPEG一口odifiedlipase(0.1μ■oI,3。3ロ8prote韮n)
駕erei"c"batedat25℃.
ierPene
alcohol
Yie置d(匿)
Acetic
acid
Propionic
acid
n-Butyric
acid
n-Pentanoic
acid
Citronellol
Geran葦ol
Farneso豊
PhYtol
18(81)
19(84)
18(82)
29(91)
?
?
?
?
?
??
?
?
?
?
?
?
」?
?
?
?
?
》
??
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
》
'Yieldssereaeasuredafter8hr-reaction,butonesinparentheseswere
after48hr.
表7.各 リパ ー ゼ 酵 素 標 品 の 各 毬 有 機 溶 媒 中 で の エ ス テ ル 合 成 活 性 の 比 較
About2.000unitsoftheenzr.evo.der(10.0,1.1,and9.8.gforcrude.
Pure,andPEG一績odifiediiPase,respectiveiy)胃asaddedto20題lofo『9anic
solveotcontaining2屋口o蓋ofpal置iticacldand2国口olofcetyia蓋coho量,
thentheロixturewasshakenat25℃.
Solvent Reactionrate
Cuaol/hr/2.000unitsofenzYae)
CrudelipasePure4ipasePEG-lipase
Benzene
Toluene
Pyridine
Ch蓋orofor回
Carbontetrachloride
I,1,1-Trlch蓋oroethane
n-Hexane
CYClohexane
Isooctane
Diethylether
l.d-Dioxane
Tetrahydrofurane
Acetone
O重匪ethylfor国a四ide
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
??
?
??
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
??
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
??
?
?
?
?
ー
??
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表8.リ パ ー ゼ 粗 酵 素 標 品 に よ る非 水 系 で の 各 毬 酢 酸 エ ス テ ル
と デ カ ノー ル 間 の エ ス テル 交 換
Crudelipasepowder(10.g)wasaddedtoamixtureof
10.wlofl-decanoland!0..olofeachacetate,and
thenthemixturewasshakenat25'Cfor3hr.
Acetate Conversion(X)
Vinylacetate
Phenylacetate
IsopCOpeaylacetate
Ethylacetate
n-PropYlacetate
IsobutYlacetate
AllYlacetate
BenzYlacetate
lsopropYlacetate
sec-Butylacetate
CYCIohexYlacetate
tert-Butylacetate
Triacetin
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
??
?
?
?
?
?
表10.リ バ ー ゼ 粗 酵 素 標 品 に よ る非 水 系 で の 各 種
ア ル コー ル と酢 酸 ビ ニ ル 間 の エ ス テ ル 交 換
CrudelipasepowderC10eg)wasaddedtoaaixture
of10ロ国olQfviny1亀cetateand10顯曼010fa巨cohol,
andthenthe艦ixture冊sshakeαat25℃。
表9.リ パ ー ゼ 粗 酵 素 標 品 に よ る非 水 系 で の 各 種 脂 肪 酸
ビ ニ`ルエ ス テ ル と デ カ ノ ー ル 聞 の エ ス テ ル 交 換
Crudehpasepo胃der(10ロ9)響asaddedtoaロixture
of10mmolof1-decanoland10mmolofvinylester.
andthentheeixturewasshakenat25'C.
Alcohol Reactionrate
(μ瑚oi/10面nノロ竃Qfenzy風e)
Yinvlester Reactionrate
(umo1/10min/osofenzYae)
(Primaryalcohols)
1-Octanol
I-Dodecanol
CYCIohexaneethanol
113
110
103
Vinylacetate
Vinyln-butyrate
YinYln-hexanoate
Yinyln-octanoate
Vinyln-decanoate
114
179
222
318
328
(Secondaryalcohols)
S-2-Octanol
R-2-Octanol
CYCIooctanol
(Tertiaryalcohots)
Tervineol
Linallol
5.5
41
6
?
?
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表U.リ パ ー ゼ 粗 酵 素 標 品 に よ る ラセ ミ体 ア ル コー ル か ら
光 学 活 性 ア ル コ ー ル 及 び エ ス テ ル の 襲 造
About30,000unitsofthecrude聖iPasePo騨der冒asaddedtoa置ixtureof100腫巳o董of
alcoholandmO湘olofviny【acet8te,thenthe幽ixture鴨s3hakenat25℃.Alcoholsand
estersinthereactionmixturesxereisolatedbrthesilica8elcolu.nchro.atoaraphr.
Opticalyieids(罵eβ)ofthe団買ereca重cu藍atedfro風theco口parison騨it卜thevaluesof
specificrotationoftheirrespectiveauthenticco.pounds.
Racenic
alcohol
Reaction
t置幽e(hr)
Conversion
(%)
Un「eacteda置co卜o置 EsterDroduced
IsolatedOptical
yie韮d(駕)yield(冤{ミe)
IsolatedOpt董ca且
yie置d(翼)yield(饗eβ)
C～∫)一2-Octanol s 53 83 si(s) 91 57(の
(RS)一1-Phenvlethanol8.5 49 83 92GS) 91 95(R)
衷12.リ パ ー ゼ 租 酵 素 剤 に よ る グ リ セ リ ン の1,2一 ア セ タ ー ル 誘 導 体 の 光 学 分 割
About8,000unitsofthecrudelipasepoxderxasaddedtoamixtureof50..olof
alco卜oland50闘olofvinylacetate,thentheロixture騨asshakenat25℃.鵡cohol8and
estersinthereaction.lxtures.ereIsolatedbythesilicaeelcolu.nchro.atoeraphY.'
璽so呈atedesters響erehydro且yzedundera匪ka口hecondition.Opt置ca且y董elds(翼eβ)ofthe
obtainedelcoholsseredeter.inedbyNPLCanalysesusingthecolu.npackedwithChiralcel
OBorOD.
Race圏ic
alcohol
ReactionConversion
ti.e(hr)(X)
UnreactedalcoholA!coho監frO口este『
isolatedOpticalIsolatedOptical
yieldα)yieldα(珍)yie董d(駕)yieldαqe)
(艇)一2,2-Di口ethyl-L3-
dioxo丑ane-4一質ethano置 3 51 87 38(R) 79 42(S)
(勝)一2,2-Diisopropyl一亜,3-
dioxolane-4一.ethanol25 as 85 dO(R) 72 37(S)
(RS)一2,2-DiPhenvl-1.3-
dioxolane-4一.ethanol 4.5 49 as 7も(の 82 83(S)
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審 査 結 果 の 要 旨
本研究ば細菌Pseudomonas幽の耐熱性 リパ ーゼに関す る ものである。電気泳動的に均一 に
精製 した酵素の分子量は33,000,等電 点はpH9.0の分 子 で,基 質 特 異性 は トリオ レイ ンの α
(!,3位)の エステル結合 をpH9付 近 で加水分解す る特異性 を もつ。
精製 リパーゼを用 い水系 におけ るエステル合成反応 を検討 した。 アル コールに対す る特異性 は
低いが,カ ルボ ン酸 に対 して高 い特異性を もち,し か もα(1,3)位 に特異性を もつ ことを明
らかに した。 しか し,水 系に おけ るエ ステル合成反応 では,合 成 に限界が あるとい う欠点を見出
した。
次いで,水 系 におけ るエス テル合成反応の欠点を除 くため,有 機溶媒中におけるエステル合成
反応を検討 した。精製 リパ ーゼではエ ステル合成活性 はほ とん ど見 られ ず,ポ リエ チ レング リ
コール(PEG)で 化学修飾 した リパーゼでは,ベ ンゼ ン中な どで高 いエステル合成反応 が見 出さ
れた。反応 の特異性 はアル コールに対 して も低 い特異性 をもち,カ ル ボン酸に対 して高 い特異性
をもつ ことを明 らかに した。 この合成反応 を利用 して,香 料 の原 料 とな る各種 のテル ペ ン アル
コールの低級脂肪酸エステルの合成 に成功 した。 さらに工業化の条件の検 討か ら,粗 酵素標品が
ユ ーヘ キサ ンな どの有機 溶媒 系で高いエステル合成活性を しめす ことを見 出 した。 この方法に よ
り,液 晶な どで有名な コレステ ロール エステル の合成 に成 功 した。
有機溶媒中の非水系におけ るエステル交換反応に よる,ア ル コールのエステル化を検討 した。
酢酸 ビニルを アル コール と反応 させ る ことによ り,種 々の アル コールのアセチル化に成功 した。
本 リパ ーゼは,不 斉炭素 を有す るアル コールの光学異性体 に対 し立体選択性を しめす ことを明
らかに した。 リパーゼの この立体特異性を利用 し,2級 の ラセ ミアル コールで あ る2一 オ クタ
ノール と1一 フ ェニルエタノールにつ き立体選択的 アセチル化に よる光学分割を行 った。極 めて
良い純度 で光学活性体を得 ることを明 らかに した。
本研究 の リパ ーゼは耐熱性 リパ ーゼ』として市販 され ている。 また本研究の不斉 エステル交換反
応を応用 した光学活性医薬品の合成 中間体 が市販 され るに至 った。
以上 の ように,本 論文はPseudomonas童鯉 の耐熱性 リパ ーゼを精製 し,エ ステル合成反応,
エステル交換反応を詳細 に解析 しそれ ら反応生成物を商業化に結びつけるに至 った論文 である。
よって審査員一同,本 研 究者 に対 し農学博士 の学位を授与す るに価 するものと認定 した。
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